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１．研究実施の概要 

本研究では、我々がこれまでに開発した新しいタンパク質結晶化手法である①レーザー

による結晶核発生方法、及び②溶液攪拌による高品質化技術に関しての高度化を行うとと

もに、結晶核発生や結晶成長に影響を及ぼす新しい物理的パラメーターの探索を行い、難

結晶化タンパク質の高品質大型結晶育成技術の確立を目指している。 

原理の解明と技術の高度化のために、物理的パラメータとして、レーザーの波長やパル

ス幅、溶液の圧力を制御することを考え、その装置を構築した。また、これまでの技術の

快適化により、タンパク質膜透過装置である SecDF 複合体膜タンパク、熱帯熱マラリア

（Plasmodium falciparum（Pf））由来ピリミジン合成酵素、膜タンパク質 SHPS-1、RNA 修

飾酵素複合体、ATP 合成酵素、human triosephosphate isomerase、アミロイドβペプチド

の高品質結晶育成に成功している。 

さらに、全固体 193 nm レーザー光、及びフェムト秒レーザーにより初めて、膜タンパク

質の加工や液中密閉環境での加工が実証できた。 

今後は様々な膜タンパク質や難結晶化水溶性タンパク質を結晶化することで、本技術の

優位性を実証しながら、結晶化における共通のパラメーターを探し出し、より汎用性の高

いシステムの構築を行う。 

 

２．研究実施内容 

本研究では、我々がこれまでに開発した新しいタンパク質結晶化手法である①レーザー

による結晶核発生方法、及び②溶液攪拌による高品質化技術に関しての高度化を行うとと

もに、結晶核発生や結晶成長に影響を及ぼす新しい物理的パラメーターの探索を行い、難

結晶化タンパク質の高品質大型結晶育成技術の確立を目指している。 

 

【新規装置導入について】 

 レーザー核発生技術に関して、本年度では、既に精製方法が確立しているタンパク質に

ついて、様々なレーザー照射条件を試して最適なレーザー照射条件を検索するために、波



長・パルス幅可変のフェムト秒レーザー装置を整備し、動作確認を実施した。その結果、

波長 780 nm, 390 nm, 260 nm、パルス幅 200 fs~2 ps での可変発振を確認し、各条件での

レーザーを独立に顕微鏡に導入できる光学系も構築した。今後これらパラメーターに対し

ての結晶化確率を、タンパク質の種類や分子量などとの相関も踏まえつつ統計学的な観点

から解析を行うことで、レーザー核発生技術の向上と原理解明を目指す。 

 さらに、結晶核発生や結晶成長に影響を及ぼす新しい物理的パラメーターとして、溶液

の圧力に注目し、タンパク質の溶解度を制御するために、高圧化での結晶育成が行える装

置の開発を行った。簡易型加圧装置により 1000 気圧まで加圧可能な装置を構築した。まず

はリゾチームについて、加圧条件での溶解度について実験を行った。その結果、リゾチー

ムでは高圧ほど溶解度が低下することが確認できた。これは低圧下で溶解させてから高圧

下に条件を持っていけば、結晶核発生が誘導できるということを意味している。平成 18 年

度は膜タンパク質である大腸菌多剤排出トランスポーターAcrB を用いて、高圧下での溶解

度について調べる予定である。 

 

【結晶育成について】 

平成 17 年度では、これまで開発してきたレーザー核発生技術と溶液攪拌技術を用いて、

様々なタンパク質の結晶化を実施している。それらの成果を以下に示す。 

（１） 蛋白質膜透過装置である SecDF 複合体膜蛋白質の結晶化（京都大学ウイルス研究所

の伊藤惟昭教授との共同研究） 

従来法では、5.6Å分解能しか得られなかったが、結晶の高品質化に成功し、3.78

Å分解能までの X 線回折強度データが得られた。 

（２） 熱帯熱マラリア（Plasmodium falciparum（Pf））由来ピリミジン合成酵素の結晶化

（大阪大学微生物研究所の堀井俊宏教授との共同研究） 

Pf 由来 Orotidine 5'-monophosphate decarboxylase (pyr6) の結晶化に成功し、 

2.8Å分解能までのＸ線回折データを収集した。 

（３） 膜タンパク質 SHPS-1 の結晶化（大阪大学蛋白質研究所の中川敦史教授との共同研

究） 

免疫系・神経系で重要な役割を果たすと考えられている膜蛋白質 SHPS-1 (Src 

homology 2-containing protein tyrosine phosphatase [SHP] substrate-1)の結

晶化に成功し、2.8Å分解能までのＸ線回折データを収集した。 

（４） RNA 修飾酵素複合体の結晶化（東京工業大学の濡木理教授との共同研究） 

RNA 修飾酵素複合体である MnmA と tRNAGluの結晶の高品質化に成功し、3.1Å分解能

までのＸ線回折データを収集した。 

（５） ATP 合成酵素の結晶化（国立遺伝学研究所の白木原康雄助教授との共同研究） 

分子量50万を越える蛋白質複合体であるATP合成酵素結晶の高品質化に成功した。 

 



（６） TIM の結晶化（アステラス製薬との共同研究） 

human triosephosphate isomerase (TIM)は地上での結晶化実験では、良好な結晶

が得られず、宇宙空間での結晶化により 2.2Å分解能までのＸ線回折データが得ら

れていた。地上での攪拌実験により、より大型で良質な結晶が得られ、1.2Å分解

能までのＸ線回折データが収集できた。 

（７） 当研究グループの高野が進めているアルツハイマー病の原因タンパク質であるア

ミロイドβペプチド（Ａβ）の構造解析において、Ａβの主要部分と超好熱菌由来

タンパク質の融合タンパク質の結晶を攪拌技術により作製し、Ａβの主要部分の構

造を初めて決定することができた。 

 

【結晶加工について】 

これまで、大阪大学で開発した全固体 193 nm レーザー光によるアブレーションでの結晶

加工では水溶性タンパク質について実施し、球状に加工することで対象性を向上させ、ま

た損傷部位を除去することや、結晶周囲の溶液やルーペ部分といった構造解析の信号のノ

イズ源となる箇所を除去することで、X 線回折の精度の向上に成功してきた。今年度は、こ

の技術が膜タンパク質結晶にも適用できるか実験を行った。膜タンパク質 AcrB の結晶を用

いて、193 nm の紫外レーザーによる加工を施し、Ｘ線回折強度データの収集に影響がでる

ことを確認したところ、100 K の乾燥窒素の吹き付ける条件下でナイロンループ、結晶、そ

の周囲の溶液由来のアモルファス固体をレーザーアブレーションによりカットすることが

出来た。この切断による X 線回折パターンへの影響を調べたところ、レーザーでカットし

ない結晶と比べて遜色ない X 線回折強度が得られ、レーザーによる悪影響はないことが明

らかになった。 

また、液中密閉環境での結晶加工の試みとして、フェムト秒レーザーを用いた加工実験

にも着手した。タンパク質の結晶においては、乾燥などによる変性を防ぐため液中で加工

する必要があるが、メスタイプのツールでは密閉環境での精密加工が不可能であり、紫外

線レーザーによる加工においても液を除去または置換する必要があった。しかし、フェム

ト秒レーザーによる多光子吸収を利用することで、溶液の光吸収を防ぎ集光領域のみでア

ブレーションを誘起できるため、液中密閉環境での加工が実現できると考えられる。そこ

で、まずリゾチーム結晶を用いて実験を行ったところ、リゾチーム溶液内での結晶の切断

加工に成功した。切断した結晶のＸ線回折パターンを測定したところ、1.9Åと切断前の結

晶と同程度の精度が得られ、レーザー照射による悪影響はないことが明らかになった。今

後膜タンパク質など他のタンパク質結晶に対しても本技術が適用できるか検証していく予

定である。 

 

 

 



３．研究実施体制 

「工学研究科」グループ 

① 研究分担グループ長：森 勇介（大阪大学大学院工学研究科電気電子情報工学専

攻、助教授） 

② 研究項目：本研究では、フェムト秒レーザー照射による核発生技術や溶液攪拌に

よる結晶高品質化技術などの新しいタンパク質結晶化手法の高度化、

及び結晶核発生や結晶成長に影響を及ぼす新しい物理的パラメーター

の探索を行い、膜タンパク質や水溶性タンパク質をはじめ、様々な難

結晶化タンパク質の完全結晶育成技術創成のための要素技術開発とそ

の実証研究を以下の（１）～（４）の項目に沿って行う。 

（１）レーザー核発生技術の高度化 

（２）溶液攪拌技術の高度化 

（３）レーザープロセッシング技術の開発 

（４）水溶性タンパク質完全結晶創成 

 

「産研」グループ 

① 研究分担グループ長：村上 聡（大阪大学産業科学研究所、助教授） 

② 研究項目：タンパク質結晶化のなかでもとりわけ困難であると言うことが良く知

られている膜タンパク質の結晶化は、構造生物学分野での最後の開拓

地であると表現されている。我々がこれまで開発してきた高品質結晶

化支援のための技術を、膜タンパク質に対して適用させる為に、より

多くの膜タンパク質結晶化に対して結晶化を実施し、技術の一般化を

目指す。大腸菌多剤排出トランスポーターAcrB をサンプルとして、結

晶化技術を改良すると共に、他の膜タンパク質標品の大量精製の為の

遺伝子組み換え実験や、生化学実験を以下の項目に沿って行う。 

（１）AcrB タンパク質の大量精製および、結晶化 

（２）大腸菌薬剤排出トランスポーターのクローニング及び大量精製

条件の検討 

 

４．主な研究成果の発表 
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deaminase crystals 

Acta Cryst. D61 (2005) 759-762 

H. Adachi, K. Takano, A. Niino, H. Matsumura, T. Kinoshita, M. Warizaya, T. Inoue, 

Y. Mori and T. Sasaki 

○ Protein Crystal Growth Using Laser-Processed Seed Crystals 

Jpn. J. Appl. Phys. 44 (2005) 3177-3179 

K. Takeuchi, H. Kitano, H. Adachi, Y. Mori, T. Sasaki, H. Matsumura, T. Inoue, 

S. Murakami, M. Doi, Y. Koga, K. Takano and S. Kanaya 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages false
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages false
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages false
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


